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I. Einleitung.
1. Historisches, Ziel und Plan vorliegender Arbeit.

Bald nachdem Wohler im Jahre 1843 in Infusorien
griine algenartige Korperchen entdeckt hatte, fand Siebold
dieselbe Erscheinung bei einer grofieren Anzahl von Infuso-
rien, bei Turbellarien und bei Hyrdra. Auf die griinen
Inhaltskorper in den Zellen von Spongien wiesen einige
Jahre spiter F. E. Schultze und K. Brandt (3) hin.

Uber Art und Herkunft derselben waren die Ansichten
geteilt. Der griine Stoftf wurde nach spektroskopischen Unter-
suchungen von Lankester (1), Brandt (2) und anderen als mit
dem Chlorophyll der griinen Pflanzen gleich anerkannt, jedoch
deuteten Geddes und Ray Lankester (1, 2) die griinen Ge-
bilde als den Tieren arteigenes Chlorophyll, wihrend in un-
abhiingig voneinander durchgefiihrten Arbeiten Brandt (1, 2)
und Entz (1) fiir die selbstindige Zellennatur derselben ein-
traten. So wies Brandt (1) durch Farbung mit Hadmatoxylin
und Magdalarot in den griinen Korpern einen Kern nach.
Von ihm rihren auch die Termini Zoochlorellen und
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Phytozoen her, die seitdem in der Literatur gebrauch-
lich sind.

Brandt und Entz waren, soweit aus der Literatur er-
sichtlich 1st, dic ersten, dic versuchten, auch auf physiolo-
gischem Wege Klarheit in das Zoochlorellenproblem zu
bringen. So bemiihte sich Brandt (1), farblose Infusorien und
Hydra grisea mit den durch Auspressen aus Spongilla ge-
wonnenen Chlorelten zu infizieren. Die Vermehrung frei-
gelegter Algen konnte er nicht sicher konstatieren. Er fand
aber, dafi sie auch nach dem Tode der Tiere lingere Zeit
am Leben blieben.

Entz (1) swurde durch das Auftreten verschiedener Algen-
gattungen in der Loésung, in der sich chlorophyllfiihrende
Infusorien befanden, veranlafit, diese von den Zoochlorellen
herzuleiten.

Das Verhilinis zwischen Tier und Alge dachten sich
beide Forscher als Symbiose, als Zusammenleben mit gegen-
seitiger [Forderung. Die Alge sollte Assimilationsprodukte
liefern oder nach Entz (2) zum Teil verdaut werden, das
Tier dagegen stickstoffhaltige Nihrstoffe und Kohlensdure
bieten. In dieser Ansicht wurde Brandt (1) durch Kultur-
versuche mit griinen Spongien in téglich filtriertem \Wasser
bestarkt.

Nach ihnen haben unter anderen Kessler (1882) mit
Hydra, Schewiakoff (1839) mit den Zoochlorellen von

Frontonia leucas — (ihm gelang nach seinen Angaben die
Infektion farbloser Tiere mit Zoochlorellen, auch beobachtete
er Vermehrung der Algen im hingenden Tropfen) — sowie

Famintzin (1889) hauptsdchlich mit Infusorien, Stenfor und
Paramaecium, endlich Haberlandt (1891) mit Convolula
Roscoffensis Versuche gemacht und ihre Beobachtungen mit-
geteilt.

Famintzin gibt an, daf ihm die Isolierung und Ziichtung
der in Frage kommenden Zoochlorellen gelungen Sei. Nach
Habeilandt sind die Algen von Cownvoluta membranlos und
gehen stets gleichzeitig mit dem Wurme zugrunde.

Zur Frage der biologischen Bedeutung des Chlorophylls
bei Tieren wiiren noch die Untersuchungen L. v. Graff’s
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zu erwihnen, der nach Experimenten mit griinen und farb-
losen Hydren den Schluff zog, dafi den Chlorellen fiir die
Erndhrung der Phytozoen, speziell fir Hydra keine Bedeutung
zufalle. Nach Pringsheim kann Paramaccinm Bursaria
von seinen Algen vollig ernédhrt werden. \Viewohl man
heute ein symbiontisches \'erhiltnis zwischen Zoochlorellen
und Phytozoen fir ziemlich sicher hélt, ist die Sache keines-
wegs genligend geklidrt. Nach Oltmanns ist man »be-
sonders bei den schwammbewohnenden Algen voll-
ends im Unklaren {iber die Funktionen, welche ecinem
der beiden Kommensalen zukommen« Und Bieder-
mann erklirt, da »unsere Kenntnisse der biochemischen
Bedeutung des tierischen Chlorophylls noch véllig unzuling-
lich sind«.

Alle von den genannten Forschern gemachten Versuche
und Angaben iber eine Vermehrung der Zoochlorellen aufier-
halb der Tiere entbehrten bei der damaligen geringen Aus-
bildung der Technik der Kultur von Mikroorganismen einer
genauen Kontrolle und Prédzision. Auch wurden den Algen
keine besonders getvihlten Erndhrungsbedingungen geboten.

Beyerinck (1) wendete zuerst, wie bei der Kultur von
Griinalgen {berhaupt, so auch bei den Ziichtungsversuchen
mit Zoochlorellen die Koch’sche Methode der Isolierung an.

Auf seine Kulturversuche mit verschiedenen Zoochlorellen
wurde ich auch bei der Zuweisung vorliegender Arbeit von
Herrn Hofrat Professor Dr. Hans Molisch in erster Linie
verwiesen und mit der Aufgabe betraut, die Zoochlorellen
aus Spongilla zu kultivieren und die Naturgeschichte die-er
Organismen genauer zu studieren.

Ich will nicht versiumen, gleich an dieser Stelle meinem
hochverehrien Lehrer, Herrn Hofrat Professor Dr. Hans
Mdlisch fiir die stete Forderung meiner Arbeit und das
freundlichste Entgegenkommen herzlichst zu danken.

Beverinck's (1) dreimalige Bemiihungen, die Zoo-
chilorella von Spongilla in analoger Weise wie seine vorher
kultivierte Clilorella vulgaris und das Hydrachlorophyll auf
Gelatineplatten zu isolieren und zu ziichten, miBlangen.
»Schéne Pigmentbakterien, aber keine Chlorellen waren die
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Frucht meiner Miihe gewesen.« Scither wurde der Versuch,
soweit aus der Literatur zu ersehen ist [Richter O. (I, 2)],
nicht wiederholt.

Plan und Ziel vorliegender Arbeit gehen aus dem bisher
Gesagten und der Natur des Stoffes hervor.

Meine ersten Versuche mufiten der Isolierung der Alge
gelten, worauf dann nach erzielter absoluter Reinkultur die
erniihrungsphysiologischen Eigenschaften der Zoochlorella zu
pritfen waren, um daraus eventuell Schitisse auf ihr Ver-
hilltnis zur Spongilla ziehen zu konnen. Die Infektion
von Natur aus algenfreier oder kiinstlich dazu gemachter
Schwdmme mit der in Kultur gehaltenen Alge zu bewirken,
war als Abschlufl der Arbeit gedacht.

Dafl leider nur der geringere, aber vielleicht zeit-
raubendste Teil der gestellten Aufgaben geldst werden
konnte, wurde durch meine Einrtickung zu Kriegsbeginn,
eben als die erndhrungsphysiologischen Versuche begonnen
hatten, verursacht.

Auf das zweite Versuchsobjekt, ein chlorophyllfithrendes
Turbellar des Lunzer Sees, wurde ich von Herrn Dr. Franz
Ruttner aufmerksam gemacht und wurde mir dasselbe von
ihm als Caslrada viridis angegeben. Im Einverstindnisse mit
Herrn Hofrat Professor Molisch erstreckten sich meine
weiteren Versuche auch auf die Zoochlorellen dieses Tieres,
wobei Fragestellung und Durchfithrung die gleiche blieb wie
bei Spongilla.

2. Material und Methodik.

Das notwendige Versuchsmaterial zur Arbeit bezog ich
von der biologischen Station bei Lunz in Niederdsterreich
durch das liebenswiirdige Entgegenkommen des Herrn Dr.
Franz Ruttner, dem ich dafiir, sowie fiir die freundlichste
Unterstlitzung, die er mir wihrend meiner Arbeiten in ge-
nannter Anstalt im Sommer 1913 und 1914 angedeihen lief3,
auf das beste danke.

In der Litoralregion des Lunzer Untersces lebt nédmlich
in ziemlicher Menge ecinc grine Spongie, die grioBtenteils
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der Art Euspougilla lacustris angehort. Man trifft sie teils
auf im Wasser liegenden Baumstimmen und Asten sitzend,
teils auf abgestorbenen Stengeln von Schoenoplecius und
Phiragmites, hdufig hirschgeweihartig verzweigt, oder als flache
Uberziige auf Steinen und Felswiinden, meist von tiefgriiner
Farbe. Ich fand sie hauptsiichlich in Tiefen von durchschnitt-
lich 3 bis 4 m, einzelne Exemplare aber selbst 10 sz tief
und dartiber.

Zu den Impfungen wurden Spongien in allen mir er-
héltlichen Stadien verwendet, ndmlich vollentwickelte Tiere,
ferner die sogenannten Gemmulae, das sind die den Winter
iiberdauernden Cysten, und Schwirmer, die Produkte der
geschlechtlichen Fortpflanzung.

Castraden waren leicht zu erhalten, wenn man cine
Probe aus dem Bodenschlamm der Uferregion entnahm und
dann in einem Aquarium sich absetzen lief. In dem ge-
kldarten \Wasser waren dann regelmiiflig etliche der lebhaft
umberschwimmenden Tiere zu finden. Um mir das Auftinden
der ziemlich kleinen, kaum 1 muiz langen Turbellarien zu
erleichtern und sie moglichst an einer Stelle im Aquarium
zu vereinigen, beniitzte ich mit Riicksicht auf die beobachtete
starke Phototaxis der Tiere eine kiinstliche Lichtquelle, am
besten eine kleine elektrische Birne. die ich an die gewlinschte
Stelle brachte. Alsbald waren alle Castraden um dieselbe
versammelt.

Withrend sich bei Zuspougilla die Zoochlorellen haupt-
sidchlich in den Zellen des Mesoderms finden, liegen sie bei
Castrada, sowie auch bei den anderen algenfiihrenden Tur-
bellarien in der Oberflichenschichte des Korpers, wobei das
vordere und hintere Ende des Tieres von ihnen freibleibt.
Auch ist die Menge der Zoochlorellen im Verhdltnis zu
Euspougilla viel kleiner. Genaueres tiber den Bau der Spon-
gillen enthalten Weltner's Spongillenstudien, tiber Tur-
bellarien L. v. Graff’'s (2) Arbeiten.

Die bei der Kultur der Zoochlorellen angewendete Impf-
methode war mm allgemeinen das Koch’sche Verfahren der
Isolierung auf festwveichem Substrat und in Nihrldsungen.
Zwecks genauer mikroskopischer Kontrolle der Vermehrung
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wurden Impfungen im hédngenden Agartropfen und auf Agar
im ausgehohlten Objekttriger vorgenommen.

Fiir wertvolle Ratschldge bezliglich der Technik der
Kultur bin ich dem Herrn Professor Dr. Oswald Richter zu
groffem Dank verpflichtet.

II. Experimenteller Teil.

1. Kultur der Zoochlorella aus Euspongilla lacustris.
A. Isolierungsversuche.

Beim Beginn meiner Versuche zur Isolierung der Zoo-
chlorella im Mai 1913 kamen moglichst einfach zusammen-
gesetzte, rein mineralische Néihrlosungen zur Verwendung,
um vor allem den mit Sicherheit zu crwartenden Bakterien
und Pilzen keine zu glinstigen Erniihrungsbedingungen zu
bieten.

Verwendet wurden zunichst folgende Nahrlésungen:

[ Wienflufiwasser.

[I. Wiener Leitungswasser.

II. Algenmineralsalznihrlosung nach Osswv. Richter (2) mit
a) Ca(NOs)s,
b) KNOs.

[V. Néhrlosung nach Knop.

Jede dieser vier Nihrlosungen wurde mit 1-59/, Agar
versehen und auch als Losung in Kolbchen zu je 30 cmi’® ge-
braucht. Alle vier Losungen waren schwach alkalisch gemacht.

Die mit Agar versetzten Losungen wurden in Petrischalen
gegossen und meist in Strichform geimpft. Die Chlorellen
wurden entweder vollentwickelten Spongillen und zwar von
den Enden, den jlingsten und reinsten Teilen des Schwamm-
korpers, oder noch geschlossenen Gemmulae entnommen.
In beiden Fillen wurden die Algen durch Zerquetschen und
Zerreiben eines Schwammstiickchens, beziehungsweise der
Gemmula in einem sterilen Wassertropfen auf sterilem Ob-
jekttrager befreit und die so gewonnene Algenaufschwemmung
durch wiederholtes Ubertragen mit der zur Ose gebogenen
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sterilen Platinnadel von cinem sterilen Tropfen in den anderen
entsprechend verdiinnt. Bei der ganzen Prozedur wurde selbst-
verstindlich keine Vorsichtsmafregel aufier acht gelassen,
um ein Einschleppen fremder Organismen zu verhindern. Die
am 8. Mai geimpften Schalen und Koélbchen wurden im
diffusen Lichit an einem Nordfenster bei Zimmertemperatur,
vor Staub sorgfiltig geschiitzt, aufgestelit. In zwei Schalen
mit Mineralsalzagar {ibertrug ich je eine Gemmula, deren
Inhalt bereits ausgetreten war. Die Zellen des jungen
Schwidmmchens zeigten teilweise amoboiden Charakter und
waren vollgepfropft mit lebhaft griinen und gut aussehenden
Zoochlorellen. :

Nach zweiwdchentlicher Kulturdauer waren auf einer
mit Knop- und emer mit Leitungswasseragar beschickten
Petrischale bereits makroskopisch sichtbare, schdn griin ge-
firbte Algenkolonien zu sehen. Auf den librigen Agarplatten
waren nur Rakterien, keine Griinalgen zu bemerken. In
den Kolbchen war gleichfalls noch nichts aufgekommen. Um
die auf den Agarplatten ausgesctzten zwei Gemmulac hatte
sich ein griiner Hof von Algen entwickelt, der, wie die
Untersuchung ergab, aus Zoochlorellen bestand. Leider
fand bald darauf eine Uberreiche Vermehrung von DBakterien
statt, wahrscheinlich infolge des Absterbens der Schwadmm-
chen, so dafl von den Chlorellen bald nicht mehr viel zu
sehen war.

Die mikroskopische Untersuchung der autfge-
kommenen Grinalgen zeigte Formen von deutlichem
Chlorellatypus, wie er schon von Brandt (1) und
Beyerinck (1, 2) beschrieben wurde, kugelige Gestalt
mit schalenférmigem Chromatophor und hyalinem
Teil, 2 oder 4 kleine Individuen, noch von der Mem-
bran der Mutterzelle umschlossen, als Teilungs-
zustidnde, die grofiten Zellen bis 5y, die kleinsten
3 p im Durchmesser. Die aus der Spongilla zum Ver-
gleich entnommenen Zoochlorellen unterschieden sich nur
durch die Grofie, da sie nie mehr als 3 y im Durchmesser
erreichen, auch kommen neben kugeligen Zellen mindestens
ebenso viele von mehr elliptischem Umrisse vor.
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Infolgedessen entstanden Zweifel, ob die in der Kultur
vorhandene (7lorella mit der Zoochlorella des Schivammes
tatsdchlich identisch sei oder ob man es mit einer zuféillig
aufgekommenen freilebenden Art zu tun habe. )

Es wurden daher mit verschiedenen Modifikationen bis
in den Sommer 1914 Abimpfungen vom Schwamme mit
grofitmoglichster Vorsicht durchgefiihrt, um zu sehen, ob
die in Frage stehende Alge sich in einer grifieren Zahl von
Fillen ergebe, und um so die Wahrscheinlichkeit, daf3 sie die
gewlinschte sei, mdglichst zu erhohen.

So wurden von den aus der Literatur bekannten, aufler
den bereits erwidhnten, mineralische Néahrlosungen von
Molisch (1, 2) [mit KNOz oder PO, (NH,), H], Beyerinck (3),
Jacobsen und Artari (2), ferner Lunzer Seewasser mit Zu-
satz von Ca(NOj), oder NHy;NO, und K,HPO, in verschie-
denen Konzentrationen, dann Lunzer Seewasser mit 0 1%,
KNO;, 0059, Caz (PO, und 0-05°%/, Fes (PO,)s, in den folgen-
den Ausfithrungen der Kiirze halber mit +S\V+4 bezeichnet,
von organischen Nidhrboden die eben angefiihrten Nahrinedien
mit Zusdtzen von Saccharose, Glukose, Dextrin, Glyzerin,
Pepton und Asparagin in verschiedenen Kombinationen und
Konzentrationen, sowie Agar mit Spongilla-Auszug beimpft.
Aufgestellt wurden die Kulturen, vor Staub geschiitzt, im
diffusen Lichte bei Zimmer-, Keller- oder \Varmhaustemperatur.
Insgesamt wurden ungefihr 30 Impfungen durchgefiihrt. Das
Ergebnis erhellt aus folgender Tabelle:

Nihrlosungen Clilorella aufgekommen
Knop dreimal
A4 —+ 1:50, Agar
‘ Jacobsen dreimal
|
‘ Molisch dreimal
] . s
n Kolbche :
L SWoi ; in Kolbchen kel
a 50 cm3 Nilir-
Beyerinck zweimal

losung

Jacobsen einmal
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Zusammen in 14 Impfungen auBer den bereits oben an-
gefihrten zwei Fillen war also die Chlorella aufgetreten.
Dies kann im Vergleiche zu Isolierungsversuchen dhnlicher
Art als recht glinstiges Ergebnis betrachtet werden. So er-
hielt R. Harder bei der Kultur des Nostoc aus Gunnera
von mehreren hundert Impfungen nur in zwei oder drei
Féllen die Alge.

Dabei zeigten sich in den verschiedenen Ndhr-
medien bei sonst gleichem Typus Unterschiede in
der Durchschnittsgrofle der Chlorellen, indem in
der Ndhriosung von Molisch die meisten Zellen 3
nicht Gberschritten, withrend in der nach Jacobsen
mehr Zellen von der Grofie bis zu 5y vorhanden
waren. In den Kélbchen bildeten die Algen fast immer einen
dichten Bodenbelag, sich gegenseitig etwas abplattend.

In den tbrigen Impfungen waren aufler Scenedesmius in
zwei Kuituren, Chlamydomonaden in dreien und Diato-
meen in einer Kultur nur Pilze und Bakterien zur Entwick-
lung gelangt. Die Verwendung organischer Zusdtze zu den
Néhrboden bei Originalimpfungen ‘erwies sich wegen der
starken Forderung heterotroper Mikroorganismen nicht als
glinstig.

Da sich wegen der Kleinheit der Zoochlorellen einzelne
Zellen in Petrischalen nicht kontrollieren lieflen, wurden Imp-
fungen auf hingende Agartropfen und auf Agar im ausgehdhlter:
Objekttriager vorgenommen. Bei diesen »Einzellkulturen«
{Richter (2)] konnte allerdings Vermehrung nicht beobachtet
werden. Das ld6t sich aber vielleicht daraus erkldren, daft
der Agartropfen trotz feuchter Kammer verhiltnismifiig bald
wenigstens in den dufleren Schichten austrocknete und es
fraglich ist, ob gerade die beobachteten Zellen, es waren
jedesmal nur finf oder sechs, iiberhaupt sich zu vermehren
imstande waren.

Um zu Kkonstatieren, ob die erzielte Chlorella vielleicht
dem Seewasser entstamme, wurden Kontrollversuche mit
den erwdhnten Nidhrmedien und einem Zusatz von nicht
sterilisiertem Seewasser gemacht. In keinem einzigen Fall
kamen Chlorellen auf

bd

Sitzb. d. mathem.-naturw. K1., Abt. I, 127. Bd. 28
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Leider war es erst im Sommer 1914 in der biologischen
Station in Lunz mdoglich, Spongienschwirmer als Impfmaterial
zu erhalten. Bei diesen ist namlich die Gefahr, durch etwa
auBen anhaftende oder im Innern enthaltene freilebende
Chlorellen getdauscht zu werden, bei der notigen Vorsicht
kaum zu fiirchten.

Die Schwédrmer haben die Form der Blastula und sind voll-
stiindig bewimpert. Sie bewegen sich rotierend in der
Richtung der Hauptachse. In den Zellen der riickwértigen
Hilfe finden sich regelméfiig Zoochlorellen. Von etiwva aufien
anhaftenden griinen Mikroorganismen, dic tibrigens wohl auch
unschwer unter dem Mikroskop zu finden gewesen wéren,
wurden die Schwirmer durch wiederholtes Ubertragen von
einem sterilen Wassertropfen in den andern gereinigt, dann
im sterilen Tropfen zerrieben und davon abgeimpft.

Eine Kontrolle der in den letzten Tagen des Juli 1914
aufgestellten Kulturen war nur bis zum 10. August aus den
bereits erwihnten Ursachen moglich. Bis dahin konnte keine
Vermehrung bemerkt werden.

Der sicherste Beweis fiir die Identitit der Zoochlorella
mit der in Kultur gehaltenen Alge wéirs wohl eine mit Er-
folg durchgefiihrte Infektion algenfreier Spongillen mit dem
Kulturmaterial gewesen. Von derartigen Infektionsversuchen
war ja bereits in der Einleitung die Rede.

Um zu sehen, ob die Spongilla vielleicht durch Verdunk-
lung farblos, d. h. algenfrei wiirde, wurde im Friihjahre 1914
an einer geeigneten Stelle im See ein Spongienstock mit
einem innen schwarzlackierten Holzkasten {Uberdeckt. Der
Kasten hatte doppelte Seitenwiinde mit Offnungen am unteren
Teil der Aufien- und oberen Teil der Innenwinde, um eine
Zirkulation des Wassers zu ermoglichen. Leider konnte auch
das Ergebnis dieses Versuches nicht abgewartet werden.

Ahnliche Schwierigkeiten der sicheren Identifizierung
wie im vorliegenden Faile finden sich, wie aus der Literatur
ersichtlich, so ziemlich bei allen dhnlichen Kulturversuchen
mit Mikroorganismen, die so unsichere, wenig eindeutige mor-
phologische Merkmale aufweisen wie die Chlorellen. Dazu
kommt noch die geringe Grofie der Algen, so daff im Hin-
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blick auf diese Eigenschaften die Bezeichnung »griine Bak-
terien« einigermafien verzeihlich crscheint.

Selbst Beyerinck (1, 3) bezweifelte bei der volligen
duBeren Ubereinstimmung der freilebenden Chlorella vulgaris
mit seiner kultivierten Hydrachlorella die Echtheit der letzeren.

Gerade in der Systematik der Chlorellen herrscht auch
heute noch eine ziemliche Unsicherheit. So wirft Oltmanns
die Frage auf: »Wieviel Chlorella-Arten gibt es’«

Von symbiotisch lebenden Cklorellen haben Brandt (1)
und Beyerinck (1) zwei Arten unterschieden: Chlorclla
parasttica (Grofie 15 bis 3 ») in Spongillen und (Tlorella
conductriv (Grofle 3 bis 6 p) in Hydra und Infusorien.
Famintzin entdeckte in Infusorien eine Art, die er wegen
ihrer Grofle (bis 12 p) Zoochlorella maxima nannte. Die Frage
der eventuellen morphologischen Identitdt dieser Formen mit
freilebenden Arten wurde wiederholt erdrtert.

Artari (2) hat bei Chlorella communis Verdnderungen
in den Groflenverhiltnissen, hervorgerufen durch die Néhr-
medien, insbesondere durch verschiedene Konzentrationen der-
selben festgestellt.

Ahnliche Erscheinungen der Variabilitdt je nach dem
Niahrmedium bhat Grintzesco beziiglich der bei der Ver-
mehrung auftretenden Anzahl von Tochterzellen der (hloiclla
valgaris gefunden.

Schliefilich kommt Nils Svedelius auf Grund seiner
Untersuchungen an den von ihm entdeckten Zoochlorellen
einer marinen Hydroide und der erwidhnten vorangegangenen
Beobachtungen zu dem Schluff tliber die Chlorellen, »dafd
endlich die Grofienverhéltnisse ein konstantes Artmerkmal dar-
stellen sollten, 1dfit sich schwerlich aufrecht erhalten. Alle,
welche diese Algen in Kultur gehabt haben, haben ja auf
ihr Schwanken in dieser Hinsicht hingewiesen. Es lassen sich
also jedenfalls keine morphologischen Merkmale als Unter-
scheidungszeichen zwischen den endophytischen und den
freilebenden Chlorella-Arten aufstellen.«

Es ist also bei den Chlorellen zweifellos eine gewisse
Variabilitit der morphologischen Merkmale moglich. Bedenkt
man nun, daf dic Zoocllorella in der Spongie sicher unter
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canz spezifischen Lebensbedingungen vegetiert, die sich in
der kinstlichen Kultur kaum nachahmen lassen, so ist eine
Gestalts- und Grofienverdnderung der Alge in diesem Falle
wohl nicht ausgeschlossen.

Trotzdem mufl zugegeben werden, dafl ohre gelungene
Finzelkultur, beziehungsweise Infektion einer farblosen Spongie
mit der gezlichteten Alge ein vollkommen einwandfreier Be-
weis fir ihre Identitdt mit der Zoochlorella des Tieres nicht
geliefert ist.

B. Die Reinzucht.

Die auf Knop-Agar gewonnene £ hlorella swurde in weitere
KNultur genommen, mit dem Endziele, sie absolut rein zu er-
halten. Dabei envies es sich als ziemlich langwierig, sie von
den unerwiinschten Organismen zu trennen, einmal wvegen
ihrer Kleinheit und weil es ziemlich lange dauerte, bis die
Kolonien in den Ausgufkulturen grofl genug geworden waren,
um sie mit freiem Auge auffinden und davon abimpfen zu
konnen. Besonders den Winter Giber war das Wachstum be-
oreiflicherweise ein "recht geringes. Als besonders glinstig
fiir die Entwicklung der Chlorella stellte sich die Ndhrlosung
von Jacobsen mit 0-02°/, NH;NOg, 0-02%, K;HPO, und
0-01°/, MgSOy heraus, Andrerseits wuchsen auf dem ober
mit 4+ SW -+ bezeichneten Nihrboden am wenigsten Bakterien.
Durch zwischen den beiden Nihrboden abywechselnde, frak-
tionierte Impfung gelang es endlich im Mdrz 1914, eine sehr
rein aussehende Kultur zu erzielen. Davon wurde zundchst
aul Jacobsen-Agar mit 0-3%, Asparagin {iberimpft. Diec Algen
wuchsen darauf viollig frei von anderen Mikroorga-
nismen. Die absolute Reinkultur war somit erreicht.
Weitere Probeimpfungen auf Nadhrboden mit Glukose be-
stitigten dieses Ergebnis.

C. Verhalten der Chlorella gegen ecinige organische Nihr-
SYO t=]
stoffe.

Die erndhrungsphysiologischen Versuche mit der rein-
kultivierten Alge konnten wegen des Kriegsausbruches nur
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bis zu einem gewissen Grad fortgesetzt werden. Im folgenden
seien einige Befunde mitgeteilt:

Stammlosung:
0'020/0 NH;NO;},
0-02°/, KsHPO,,
0-01°/, MgSO,

mit je 0'5%, Saccharose, Glukose, Galaktose oder mit je
0-50/, Pepton, Asparagin an Stelle von NH;NO; in Koélbchen
zu je 50 em® Losung, aufgestellt bei Zimmertemperatur, in
diffusem Lichte, geschiitzt vor Staub.

Von den Kohlehydraten forderte die Entwicklung am
meisten Glukose. Nach einwochentlicher Kulturdauer war die
Algenmasse etwa vier- bis fiinfmal so groB wie in der gleich-
zeitig zum Vergleich beimpften rein mineralischen Stamm-
16sung. Galaktose lief nach einer Woche noch keine for-
dernde Wirkung gegenliber der Kontrollkultur wahrnehmen.
In Saccharose war merkwirdigerweise bis auf ein Kolb-
chen mit kaum merklichem Algenanflug liberhaupt noch nichts
aufgekommen.

Asparagin wirkte entschieden besser als Pepton, doch
scheint die Chilorella, soweit nach den wenigen Versuchen
und der kurzen Beobachtungsdauer geschlossen werden darf,
tiberhaupt keine besondere Vorliebe fiir organische Stickstoft-
quellen zu haben. Aber jedenfalls miiite dies noch durch
weitere Impfungen bestiitigt werden.

Mitgeteilt verdient vielleicht die Beobachtung zu werden,
daf auf Gelatine mit Pepton, Dextrin, Fleischextrakt
ein Verblassen der griinen Farbe bei den Chlorellen
einsetzte, dabei war das Wachstum ein ziemlich lang-
sames.

Gegenwiirtig im [rithjahr 1918 habe ich die Chlorella
zwar noch in Kultur, doch bedarf es erst eciner genauen
Uberpriifung, ob sie noch absolut rein ist. Auch ist vielleicht
nicht ausgeschlossen, dafl sie durch die lange Kulturdauer
ihre urspriinglichen ernédhrungsphysiologischen Eigenschaften
wenigstens teilweise geandert hat.
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2. Isolierung der Chlorella aus Castrada viridis.

Die in Castrada vorgefundene Chlorella unterscheidet sich
von den Zoochlorellen der Spougilla vor allem durch ihre
Grofe. Die Zellen haben einen durchschnittlichen Durch-
messer von 5 u, einzelne messen sogar bis 8 w. Der schalen-
formige Chromatophor ist mitunter zwei- bis dreilappig, manch-
mal kleiner als der hyaline Teil der Zelle. Die Farbe ist eine
hell- bis fast gelblichgriine. Im Innern des Tieres platten
sich die Zoochlorellen gegenseitig etwas ab, Dbefreit, nehmen
sie Kugelform an.

Die ersten Isolierungsversuche wurden im September
1913 in der biologischen Station in Lunz gemacht. Zur Ver-
wendung kamen die bereits auf Seite 00 und 402 angefiihrten
Nédhrboden mineralischer Art. '

Die mikroskopische Untersuchung der auf einer mit der
Nihriosung nach Molisch (1, 2) beschickten Agarplatte nach
einmonatlicher Kulturdauer entwickelten Griinalgenkolonien
ergab Chlorellen, die sich von den Zoochlorellen des Turbellars
nicht unterschieden, dagegen durch ihre Gréflie und die be-
reits in den Kolonien makroskopisch wahrnehmbare hellere
Farbung des Chlorophylls mit den bei den Impfungen aus
Spongilla gewonnenen Algen nicht zu verwechseln waren.

Im ganzen wurde bis in den Sommer [914 vierzigmal
von Castrada abgeimpft. In 35 Kulturen kamen dieselben
Chlorellen auf und zwar auf Agar und in Flissigkeitskulturen
mit den Nihrldésungen nach Molisch, Richter, Knop und
mit +SW+.

Eine Kultur in Ndhrlosung nach Molisch [mit (NH,), HPO,
als Stickstoffquelle] wurde als Stammbkultur fir die Reinzucht-
versuche gewihlt, da die Clilorella darin am besten wuchs.
+SW hatte auch hier die glinstige Eigenschaft, das Auf-
kommen von Bakterien stark hintanzuhalten. Doch zeigten
die Algen bei ldngerer Kultur darin Degenerationserscheinun-
gen, indem der Chromatophor kirnelig wurde und zerfiel. Viele
Zellen sahen mit stark vergrofiertem hyalinen Teil blasig
aufgetrieben aus.
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Auch hier wurde daher das oben angegebene Verfahren
der Wechselimpfung durchgefiihrt. Das FEndergebnis war
anfangs August 1914 eine schr rein aussehende Kultur mit
priichtig entwickelten Kolonien.

Die Probeimpfung auf organisches Néhrsubstrat konnte
aber nicht mehr durchgefiihrt werden und die schone Kultur
blieb ihrem Schicksal des Verderbens Uberlassen.

Zusammenfassung.

Bei den Kulturversuchen mit der Zoochlorella aus
Euspongilla lacustris konnte auf rein mineralischen Nihr-
boden eine Chlorella isoliert werden. Deren Identitdt mit
ersterer war zwar nicht volikommen einwandfrei festzustellen.
Sie ist aber durch das Aufkommen in einer grofieren Anzahl
von Kulturen, sowie im Hinblick auf die von mehreren
Forschern beobachtete Variabilitit der Gattung (lilorella und
die spezifischen Lebensbedingungen der Zoochlorella in der
Spougie, die sich in kiinstlicher Kultur nicht nachahmen
lassen, trotz geringer Unterschiede in Gréfle und Gestalt
ziemlich wahrscheinlich.

" Die absolute Reinkultur der Chlorella wurde durch
fraktionierte Impfung erzielt. Dabei wurden abwechselnd zwei
Nihrbéden verwendet, von denen der eine flir die Unter-
drickung der Bakterien und Pilze, der andere flir die rasche
Entwicklung der Alge besonders giinstig war.

Als Ergebnis der mit der Reinkultur begonnenen er-
ndhrungsphysiologischen Versuche konnte die stark fordernde
Wirkung von Glukose konstatiert werden. Das Bediirfnis der
Alge nach organischen Stickstoffverbindungen diirfte ein
geringes sein. Kultur auf Gelatine mit Pepton, Dextrin,
Fleischextrakt bewirkte ein Verblassen der griinen Farbe.

Die bei den Isolierungsversuchen mit der Zoochlorella
von dem Turbellar Casfrada viridis gewonnene Ciilorella
gleicht im Aussehen vollig der Alge des Wurmes und ist
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von den aus Euspongilla erhaltenen Chlorellen deutlich ver-
schieden.

Das Reinzuchtverfahren mit dieser Alge, nach der gleichen
Methode wie bei der Spongilla-Chiorelia durchgefiihrt, mufite
knapp vor dem Erfolge wegen des Krieges fallen gelassen
werden.
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